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TYön tarkoiLuksena oli selviLtää jn sjtu -hybridísaaLio -menetel-
män soveltuvuutt. a CYP7A7-geenin ekspression paikantamiseen ihmi-
sen keuhkokudoksessa; työ liittyy yksilölliseen vaihteluun ]q¡vl¡s-
sä metaboloida polysyklisiä aromaattisia hiilivetyja (pAH-yhdis-
teitä) eri kudoksissa.
Tupakansavun sisåltämistå karsinogeeneistä PAH-yhdist.eet metabo-
loit.uvat aktiivisiksi karsinoqeenisiksi välit.uotteiksi påäasiassa
sytokromi P450IA1-isoentsyymistá riippuvaisen AHH (Aryl Hydrocar-
bon Hydroxylase) -enLsyymin vaikutuksesta. P450IA1-isoentsyymiå
koodaava geeni on nimetty CYPI-A1:ksi. AHH-indusoituvuuden on to-
dettu olevan geneetEisesti säadeltyä; kaukaasialaisesta väestösta
noin 10 å arvioidaan olevan voimakkaasti indusoituvaa fenotyyp-piå. Tål1aisilla henkilöi11ä on eraissa tutkimuksissa todettu
olevan muifa suurempi riski sairastua joihinkin syöpåsairauksiin,
nm. keuhkosyöpään, minkä arvellaan olevan seurausta voimakkaan
metabolian aiheuttamasta runsaasta aktiivisten metabolii[tien
tuotosta.
Immunohistokemian avulla P450fÀ-enLsyymin on osoitettu paikantu-
van keuhkoissa periferaalisten ilmateiden epiteeli-soluihin. fm-
munohistokemiassa käytetty vasta-aine tunnistaa kuitenkin syt.o-
kromi P450fA1:n 1isäksi myös P450IA2-ísoentsyymin. Geeniekspres-
sion t.utkiminen mRNA-tasolla käytLäen in situ -hybridisaatiota
mahdollisLaa ekspression paikantamisen CYP]-A1-geenille spesif is-
ten koettimien avulla ja antaa lisaksi immunohisLokemiaa
suorempaa tietoa çreeniekspressiosLa.
Lähetti-RNA:han kohdistetun in situ -menetelmän käyttÕönotto
aloitettiin soveltamalla menetelmää V?9-solulinjaan, johon on
transfektoitu rotan CWI-a7-geenin cDNA (=XEM2-so1ut) . RNA-koetti-
milla suoritetuissa hybridisaatioissa kåyt.et.tiin kontrolleina
RNaasilla käsiteltyjä ja epäspesifisellä koettimella hybridisoi-
tuja XEM2-soluviljelmiå sekä indusoimattomia CHO(Chinese Hamster
Ovary) -soluviljelmia. Kolmen koesarjan jalkeen olosuhteet saatiin
optimoitua niin, eLtå koetin sitoutui spesifisesti XEM2-solujen
Cyp-1a-1-rnRNA: han j a konLrolleissa esiintyva epäspesif inen sitoutu-
minen saat.iin vähäiseksi.
In situ -menetelmän soveltaminen ihmisen keuhkokudosleikkeille
osoittautui vaikeaksi ja vain yhdessä tapauksessa voiLiin havaita
spesifisen koettimen sitoutumista ilmatiehyen epiteelisoluihin.Kontrollikoettimella hybridisoidussa leikkeessä vastaavaa
lokalisaatiota ei esiintynyt. Keuhkoleikkeiden hybridisaat.iossa
esiintyneet ongelmat johtunevat RNA:n osittaisesta tuhoutumisesta
ennen kudoksen fiksointia sekä çreenin varsin alhaisesta ekspres-
siotasosta ihmisen keuhkoissa.
